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RESUMEN 
La acuicultura es una de las áreas de mayor prioridad para el desarrollo de nuestro 
país, sin embargo, existen muchos aspectos en los cuales no se ha investigado y otros 
en los que se está iniciando, como es el caso del uso de inmunoestimulantes para 
lograr mejores resultados en la producción de algunas especies de importancia 
económica. Uno de los inmunoestimulantes investigados en peces dulceacuícolas es 
la quitina, que administrada como suplemento dietético potencia la respuesta inmune 
previniéndoles del ataque de agentes patógenos como Flavobacterium psychrophilum. 
El objetivo de la investigación fue evaluar la actividad inmunoestimulante de la quitina, 
administrada por vía oral a juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en 
condiciones de inmunocompetencia e inmunosupresión y posteriormente desafiados 
con la cepa estándar F. psychrophilum 1947T causante de la “enfermedad del agua 
fría”. Para demostrar los efectos de la quitina se evaluaron parámetros de la inmunidad 
innata celular (actividad fagocitaria y producción de óxido nítrico) y humoral 
(complemento por vía alternativa y lisozima sérica). Además, se determinó el tiempo 
necesario de tratamiento con quitina para lograr una adecuada inmunoestimulación. 
Las truchas fueron alimentadas con pienso suplementado con quitina y sin ella (n=20 
en cada caso) durante 2 y 4 semanas. La quitina se incorporó a la dosis de 100g/Kg 
de alimento, el mismo que fue suministrado a la proporción del 1% de la biomasa. 
Luego del tratamiento los dos grupos fueron inmunosuprimidos con ciclofosfamida y 
desafiados por vía intramuscular. 
Se concluye que existe una mejora significativa en la producción de óxido nítrico y la 
actividad de lisozima sérica de los peces inmunosuprimidos y tratados con quitina en 
comparación con los peces inmunocompetentes y los no tratados. El complemento por 
vía alternativa y la actividad fagocitaria in vitro no mostraron variaciones significativas 
para ambos grupos desde las dos semanas de tratamiento. 
Palabras clave: Acuicultura, inmunoestimulación, quitina, Oncorhynchus mykiss, 
Flavobacterium psychrophilum. 
ABSTRACT 
The aquaculture is a field major priority than other for the development in our country; 
however, there exist many aspects in which it has not been investigated and others in 
which is beginning, as is the case of the use of immunoestimulants for to achieve better 
results in the production of the many species from economic importance. One of the 
stimulants investigated in other species of fish is the chitin that administered as dietary 
supplement enhances the immune response, providing them of the assault of 
pathogenic agents as Flavobacterium psychrophilum.  
The aim of the investigation was to evaluate immunostimulant activity of chitin 
administered by oral route to rainbow trout’s youths (Oncorhynchus mykiss) in 
immunocompetent and immunosupressed conditions e infected with a test strain, 
Flavobacterium psychrophilum 1947T, causing of the “cold water disease”. To 
demonstrate the immunostimulating with chitin there were evaluated parameters of the 
cellular (phagocytary activity and production of nitric oxide) and humoral (complement’s 
activity by alternative route and lysozyme serum’s) innate immunity. In addition it 
decided the necessary time of treatment with the immunostimulant to achieve the 
suitable one immunostimulation. 
Trouts were fed by pienso with and without chitin (n=20 in each case) for 2 and 4 
weeks. The chitin was added to the dose of 100g/Kg of food and was supplied a 
proportion of 1% of biomass. Immediately of treatment both groups were 
immunosupressed with ciclophosphamide and infected by intramuscular route. 
I concluded that there exists a significant improvement of the production of nitric oxide 
and lysozyme serum’s activity in the immunosupressed fishes and treated with chitin in 
comparison with the immunocompetents fishes and not treated. The complement by 
alternative route and in vitro phagocytary activity did not show significant variations for 
both groups from two weeks of treatment. 
Key words: Aquaculture, immunostimulation, chitin, Oncorhynchus mykiss, 
Flavobacterium psychrophilum.  
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I. INTRODUCCIÓN 
En los últimos años, se ha dado énfasis al empleo de inmunoestimulantes para 
la prevención de enfermedades causadas por agentes patógenos en acuicultura, 
adquiriendo un interés especial los inmunoestimulantes de origen natural, como la 
quitina; compuesto biocompatible, biodegradable, inocuo para el ambiente y además 
por la posibilidad de tener valor nutricional agregado. 
 
La quitina, homopolisacárido de unidades N-acetilglucosamina, es el segundo 
polímero más abundante en la naturaleza. Se encuentra principalmente en el 
exoesqueleto de los insectos, conchas de crustáceos y paredes celulares de hongos; 
presenta un probado efecto inmunoestimlante en mamíferos y ha sido escasamente 
demostrado en peces. 
 
Los inmunoestimulantes potencian la capacidad de resistencia a las 
enfermedades mediante un incremento de los mecanismos de defensa, lo que los 
convierte en agentes profilácticos primarios de carácter preventivo, dirigidos a la 
aplicación en sistemas de producción de animales. Las vías de administración de los 
inmunoestimulantes también han sido motivo de investigación, siendo la inyección 
intraperitoneal y endovenosa las más empleadas; sin embargo, estas vías son 
estresantes e invasivas por lo que el empleo de la vía oral, aplicando el producto 
juntamente con el alimento permite su administración en grandes cantidades de peces, 
con un bajo esfuerzo y costo, ya que no requiere de personal entrenado, éste ha sido 
el motivo por el cual para el presente estudio se seleccionó la vía oral.  
 
El desarrollo sostenible requiere no sólo un enfoque económico sino también la 
consideración del costo biológico del mismo; por lo tanto, se hace más conveniente la 
estrategia proactiva (preventiva) que la curativa (Newman, 1999a, 2003b; Jin, 2003). 
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La estrategia curativa tiene consecuencias no deseables como son: costos elevados, 
pérdida de efectividad de los antibióticos, mayor posibilidad de residuos en la carne, 
inducción de resistencia bacteriana y un efecto negativo sobre el medio ambiente; así 
por ejemplo, se ha demostrado que muchos antibióticos tienen efecto modulatorio 
dosis dependiente, debe considerarse que los efectos in vivo resultan de las 
propiedades integradas tanto de los fármacos como de los metabolitos, pudiendo ser 
estimulantes o inhibitorios. 
 
La mayoría de los inmunoestimulantes presentan efectos de corta duración y 
sólo se prolongan por algunas semanas, por lo cual se requiere de una aplicación en 
forma continua. 
 
Los peces cuentan con la enzima quitinasa que desdobla la N-acetil-D-
glucosamina o quitina por hidrólisis de sus enlaces. Esta enzima tiene un peso 
molecular de aproximadamente 30 KDa. Su actividad ha sido detectada en bazo, 
plasma, linfa y en tejidos linfomieloides, es posible que tenga una función proactiva 
actuando contra la quitina presente en hongos y parásitos de invertebrados, esta 
característica convierte a la quitina en un excelente producto biodegradable y al mismo 
tiempo en una fuente de bioelementos tan importantes como el carbono y nitrógeno 
(Olabuenaga, 2000). 
 
La aplicación de inmunoestimulantes proporciona un status de salud superior 
que hace cada vez más innecesaria la aplicación de antibióticos que pueden provocar 
el surgimiento de resistencia, que dificulta un posterior tratamiento. 
 
El mayor inconveniente de este método preventivo es que la obtención de los 
productos a administrar, como la quitina, necesita de un proceso industrial laborioso 
que encarece los tratamientos; sin embargo, es indispensable realizar un estudio que 
3 
demuestre su efecto inmunoestimulante para posteriormente considerar la utilización 
de ciertos microorganismos completos que contengan quitina y sean de fácil 
obtención, en grandes cantidades y a bajo costo, tales como las levaduras. 
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II. MARCO TEÓRICO 
2.1. LA ACUICULTURA Y PISCICULTURA   
La acuicultura es una de las mejores técnicas ideadas por el hombre para 
aumentar la disponibilidad de alimento. Es considerada una alternativa en la 
administración de los recursos acuáticos, ya que se basa en la producción por medio 
del cultivo de organismos animales y vegetales; dirigida al consumo humano.  
 
La piscicultura o cultivo de peces es la técnica acuícola más desarrollada. Es 
también considerada como el futuro de la actividad pesquera, ya que la demanda 
precisará la elección de un producto de suministro constante y de alta calidad, con el 
adecuado control de enfermedades (Sánchez, 2004). 
 
A la piscicultura se encuentran asociados factores extrínsecos, como la 
temperatura, los cambios de estación y los parámetros abióticos del agua; e 
intrínsecos, como estado fisiológico y reproductivo, niveles hormonales, nutrición, etc; 
que intervienen drásticamente en la producción.  
 
2.1.1. FACTORES EXTRÍNSECOS  
Los factores extrínsecos asociados a la actividad piscícola son aquellos que 
afectan directa e indirectamente en el metabolismo de los peces disminuyendo su 
tasa de supervivencia, por consiguiente, una disminución en la producción. Por 
ejemplo los cambios estacionales y la temperatura ambiental influyen notoriamente 
sobre la respuesta inmune, específicamente sobre la producción de anticuerpos 
(Olabuenaga, 2000 y Padrós y Furones, 2002).   
 
El control de ciertos parámetros bioquímicos del agua tales como: 
temperatura, oxígeno disuelto (OD), concentración de metales pesados, etc; son 
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fundamentales para la actividad piscícola. La temperatura es un parámetro 
importante que debe medirse a diario, ya que nos determina el rendimiento del 
cultivo. Al aumentar la temperatura se acelera el metabolismo de los peces, así 
como, reduce el tiempo de duración de la comida en el tracto digestivo (Rodríguez 
y Anzola, 2001). 
 
Las elevadas concentraciones de metales pesados y/o gases tóxicos como 
el sulfuro de hidrógeno, así como los pesticidas utilizados en la actividad agrícola, 
ocasionan daños irreversibles de la especie cultivada. 
 
2.1.2. FACTORES INTRÍNSECOS 
Las enfermedades debido a causas intrínsecas se manifiestan por 
alteraciones de las condiciones ambientales a las que están sometidas las 
especies de interés acuícola. Por ejemplo las altas densidades de peces que se 
alcanzan mediante las tecnologías aplicadas a la piscicultura (cultivo intensivo y 
tecnificado) generan estrés, que afecta el sistema inmunitario de los peces 
ocasionando una respuesta disminuida y por consecuencia susceptibilidad a ser 
atacados por agentes patógenos primarios u oportunistas, que restringen la 
productividad acuícola (Dautrempuits et al.,  2003; Wendelaar, 1997 y  Svoboda, 
2001). Entre los patógenos más comunes se encuentran varias taxas bacterianas, 
que reúnen a especies como: Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, 
Flavobacterium psychrophilum (antes Flexibacter psychrophilum), Vibrio 
anguillarum, Pseudomonas fluorescens, Yersinia ruckeri, entre otras; las cuales 
están asociadas a enfermedades en peces (Austin y Austin, 2007). Por ejemplo, en 
salmónidos las bacterias Gram negativas son las principales causantes de 
enfermedades siendo el grupo de las flavobacterias responsables de cuadros 
patológicos que manifiestan afecciones de piel, aletas y branquias. Se han 
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reportado casos en que las infecciones por Flavobacterium psychrophilum (antes 
Flexibacter psychrophilum) (Bernardet et al., 1996) pueden llegar a producir 
procesos septicémicos muy serios (Padrós y Furones, 2002) originados por la 
necrosis ulcerativa asociada a la “enfermedad bacteriana del agua fría” (BCWD) 
(Holt et al., 1993) de la cual es responsable y que afecta a especímenes juveniles, 
aunque se han reportado casos en peces adultos (Gijón y Zarza, 2006). 
 
La defensa frente a la invasión de microorganismos patógenos en animales 
multicelulares está mediada por la oportuna reacción de los mecanismos 
inespecíficos de la respuesta inmune. La respuesta inmune inespecífica tiene 
barreras físicas (piel, mucus y pH), químicas (lisozima, proteína C reactiva, 
citoquinas, transferrina, sistema de complemento, etc) y celulares (células natural 
killer, fagocitos, etc) (Abbas y Litchman, 2003).  
 
Los peces presentan una respuesta inmunológica bien desarrollada e 
integrada, y en el caso de los teleósteos, con algunas similitudes respecto a los 
vertebrados superiores (Olabuenaga, 2000). 
 
El componente inespecífico humoral del sistema inmune de peces, 
comprende al mucus que es la secreción del epitelio que forma la barrera primaria 
de defensa entre el pez y su ambiente. El mucus presenta proteínas y 
carbohidratos con función protectora que bloquea la colonización por organismos 
extraños a través de un mecanismo de pérdida y reemplazo (Ourth, 1980). 
También presenta componentes secretorios (entre ellos la lisozima); los cuales 
constituyen una barrera de defensa química primaria (Fletcher, 1981). La lisozima, 
enzima mucolítica con propiedades antimicrobianas, ha sido detectada en el suero, 
el mucus y en otros tejidos ricos en leucocitos, como el riñón, el bazo y el intestino, 
tanto en peces de agua de mar como de agua dulce (Grinde et al., 1988; Lie et al., 
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1989). Tiene la capacidad de degradar mucopolisacáridos de la pared celular de 
bacterias, principalmente Gram positivas, causando su lisis (Ellis, 1990).  
 
El sistema de complemento también es un componente humoral de la 
respuesta inmune inespecífica. Éste participa tanto en la inmunidad humoral como 
en la celular contra diferentes patógenos y en el proceso inflamatorio (Ingram, 
1990 y Yano, 1992). También juega un rol importante en la modulación de la 
respuesta inmune adaptativa por la unión a receptores específicos de la superficie 
de linfocitos de mamíferos y células dendríticas foliculares (Fearon y Locksley, 
1996; Carrol y Prodeus, 1998; Sahu y Lambris, 2001). Además participa como 
nexo entre la respuesta inmune adaptativa e innata. 
 
Se ha descrito su presencia en el mucus de la piel, actuando como primera 
barrera de defensa (Lambris, 1993 y Sakai, 1992). Los peces teleósteos poseen 
complemento semejante al de los mamíferos. Se ha demostrado que ambas vías 
(alternativa y clásica) están presentes en especies como la trucha arco iris 
(Oncorhynchus mykiss), la carpa (Cyprinus carpio), la tilapia (Tilapia nilotica) y el 
bagre (Ictalurus punctatus) (Nonaka et al., 1981; Matsuyama  et al., 1988 a, b; 
Lobb y Hayman, 1989).  
 
En cuanto a la respuesta celular inespecífica, se encuentran las células NK 
o células citotóxicas inespecíficas y las células fagocíticas. Estas últimas, realizan 
la ingestión y digestión de material extraño particulado (reacción de defensa 
ampliamente distribuido en vertebrados e invertebrados). En peces teleósteos se 
describen diferentes células con capacidad fagocítica (Mac Arthur y Fletcher, 1985; 
Finn, 1970). 
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El fortalecimiento de los componentes del sistema inmune de los peces 
mediante la aplicación de medidas preventivas es un apoyo directo, a fin de que, 
éstos reaccionen favorablemente al embate, y por ende, disminuyan los riesgos de 
transmisión de agentes infecciosos. Por una parte, el sistema inmune específico se 
refuerza con la aplicación de vacunas para cada enfermedad y la respuesta 
inmune inespecífica, que por cierto en los peces es la más desarrollada, se 
potencia con la incorporación de inmunoestimulantes en la dieta (Aguilar, 2004). 
. 
2.2. INMUNOESTIMULANTES EN EL CAMPO DE LA ACUICULTURA 
En las últimas décadas se han desarrollado numerosos estudios que han 
permitido establecer la utilidad de algunos suplementos dietéticos en el campo de la 
acuicultura, éstos son los denominados inmunomoduladores o inmunoestimulantes 
(Anderson y Jeney, 1992; Blazer, 1992 y Sakai, 1999).  
 
Los inmunoestimulantes son sustancias que activan el sistema inmunológico de 
los animales, de forma que les hacen más resistentes a las infecciones por virus, 
bacterias, hongos y parásitos. Desde hace años se conoce la propiedad de algunos 
fragmentos de las paredes celulares de microorganismos, los cuales les confieren 
resistencia frente a las infecciones microbianas (Kiser et al., 1956). 
 
Algunos de los beneficios que manifiestan los inmunoestimulantes en la 
acuicultura son: reducción de la tasa de mortalidad debido a patógenos oportunistas, 
prevención contra enfermedades virales, incremento de la resistencia a enfermedades 
en los cultivos de camarones, reducción de la mortalidad de peces juveniles, aumento 
de la eficacia de substancias antimicrobianas, incremento en la resistencia a parásitos 
y eficacia de las vacunas (Raa, 2000). 
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Se ha demostrado que existen resultados positivos en la potenciación del 
efecto de la vacunación debido a la administración de inmunoestimulantes en la dieta 
de un grupo de peces, así como, en su resistencia a enfermedades y rendimiento 
productivo. (Aguilar, 2004) 
 
Los inmunoestimulantes pueden ser agrupados en agentes químicos, 
suspensiones bacterianas, polisacáridos, extractos de plantas y animales, factores 
nutricionales y citoquinas (Sakai, 1999). La aplicación de estos inmunoestimulantes va 
dirigida a que cumplan una acción conjunta al proceso de vacunación, tomando en 
cuenta que los primeros sean utilizados como suplementos dietéticos de uso periódico 
(Sánchez, 2004). 
 
El levamisol es un fenilimidazol de origen sintético usado para tratar infecciones 
con nemátodos en medicina humana y veterinaria. Accidentalmente se estableció su 
capacidad inmunomoduladora en mamíferos a nivel de linfocitos T y macrófagos, 
aunque exactamente no se conoce su modo de acción (Rodríguez et al., 2003). Los 
efectos del levamisol en el sistema inmune de Cyprinus carpio, Oncorhynchus mykiss, 
Oncorhynchus kisutch y Sparus aurata han sido demostrados en ensayos in vivo 
(Anderson y Jeney 1992; Baba et al., 1993; Findlay y Mundlay, 2000; Ispir y Dorucu, 
2005; Mulero et al., 1998; Siwicki 1987, 1989). Aunque el levamisol y otros 
inmunoestimulantes sintéticos son drogas registradas y aceptadas por la Comunidad 
Europea y la FDA de los Estados Unidos, se debe tomar en cuenta que sus niveles de 
biocompatibilidad y su capacidad para ser biodegradadas no son aún conocidos. 
Además se ha reportado la toxicidad del levamisol en cantidades traza acumulados en  
los tejidos de animales (no reportado en peces)(Cuesta et al., 2002a). 
 
Por ello, se ha puesto énfasis en la investigación de inmunoestimulantes 
naturales como es el caso  de los glucanos, los probióticos, la quitina, el quitosano, 
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etc. Los cuales no tienen efectos acumulativos en los animales, ya que la mayoría de 
ellos son nutrientes habituales de la dieta (Rondón, 2004). 
 
2.2.1. INMUNOESTIMULANTES NATURALES 
Aunque por mucho tiempo el uso de antibióticos y promotores de 
crecimiento de origen sintético han sido utilizados en producción animal, en los 
últimos años existe una presión a nivel internacional para disminuir su uso, lo que 
ha conllevado a establecer límites máximos de residuos en los productos animales 
con el consiguiente establecimiento de periodos de retirada para tales sustancias. 
Además ha aumentado la demanda por parte del consumidor de productos cada 
vez más naturales, biocompatibles y biodegradables, que orienten a la acuicultura 
a establecer medidas preventivas dirigidas a fortalecer el sistema inmunológico de 
los peces.  
 
Los glucanos son inmunoestimulantes naturales muy utilizados (en especial 
el β -1.3 / 1.6 glucano), debido a que en la superficie de los fagocitos existen 
receptores de alta especificidad para esta molécula. Estos receptores se 
encuentran muy distribuidos en los animales (desde los invertebrados hasta el 
hombre). El reconocimiento de estas moléculas por sus respectivos receptores 
produce un aumento en la actividad fagocitaria y  en la producción de citoquinas. 
Estas últimas estimulan la formación de nuevos leucocitos, lo que hace aumentar 
la producción de anticuerpos (Bonaldo et al., 2007).  
 
Existe evidencia experimental que sugiere que los β-glucanos 
administrados en la dieta o por vía intraperitoneal pueden modificar la actividad de 
algunos componentes del sistema inmunitario (Anderson, 1996; Secombes, 1996; 
Galeotti, 1998; Robertsen, 1999 y Sakai, 1999).  
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Los probióticos son definidos como preparaciones microbianas que mejoran 
la salud y el bienestar de sus organismos hospederos (Gatesoupe, 1999; 
Verschuere et al., 2000 y Schrezenmeir y De Vrese, 2001). También son 
considerados inmunoestimulantes naturales. Esto se puede demostrar debido a 
que existen trabajos recientes vinculando su aplicación en el área de la acuicultura 
(Bly et al., 1997; Gómez Gil et al., 2000; Spangaard et al., 2001; Raida et al., 2003; 
y Al Harbi et al., 2004) específicamente en especies como Oncorhynchus mykiss, 
Oreochromis niloticus, Oreochromis aureus, etc; e inclusive, la aplicación en el 
cultivo de estadios larvales (Gómez Gil et al., 2000). 
 
El quitosano, derivado de la quitina, ha sido utilizado como un 
inmunoestimulante en “trucha arco iris”, incrementando la resistencia frente a 
infecciones causadas por Aeromonas salmonicida (Cuesta et al., 2002b, 2004, 
Sakai, 1999 y Tokura et al., 1999). Posee actividades biológicas como 
inmunoadyuvante o actividad protectora contra la infección (Kim et al., 2003). El 
quitosano inoculado por inyección intraperitoneal incrementa la producción de 
anión superóxido en leucocitos de peces (Jeney y Anderson, 1993). 
 
La aplicación de estos productos también confiere a los animales tratados, 
y en concreto a su sistema inmunitario, un estado fisiológico mucho más idóneo 
para afrontar cualquier situación adversa, como enfermedades y situaciones de 
estrés. Esto es permitido, ya que existe un incremento de los mecanismos de 
defensa específicos e inespecíficos, demostrado fehacientemente en mamíferos en 
los cuales se observó la inducción de la hematopoyesis, incremento de la 
inmunidad y una mayor resistencia a las enfermedades infecciosas (Di Luzio, 
1985). Estas características le permiten convertirse en agentes profilácticos 
primarios no curativos sino preventivos de importancia en animales de producción 
(Rodríguez et al., 2002, 2003; Anderson y Jeney, 1992). 
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2.2.2. QUITINA 
La quitina se encuentra formando parte del exoesqueleto de crustáceos y la 
pared celular de algunos hongos (Saccharomyces cerevisiae). Manifiesta un 
probado efecto inmunoestimulante en mamíferos y peces (aunque en éstos últimos 
escasamente documentado) debido a su alta tasa de biodegradabilidad y otras 
características (Aranaz et al., 2009). 
 
La inoculación de quitina a especímenes de trucha arco iris y yelowtail 
estimuló la actividad de sus macrófagos, además de aumentar la resistencia contra 
la infección de Vibrio anguillarum y Pseudomonas piscida, respectivamente (Sakai 
et al., 1992 y Kawakami et al., 1998). 
 
La actividad fagocítica fue incrementada en leucocitos de carpa inyectadas 
con quitina (Sakai et al., 1992), sin embargo, los trabajos existentes sólo describen 
su acción después de ser suministrada mediante inyección, aumentando las 
respuestas celulares inespecíficas (Sakai et al., 1992; Kawakami et al., 1998; 
Esteban et al., 2000) y solamente existe un estudio en el que se suministró esta 
sustancia de forma oral (Esteban et al., 2001).  
 
La administración de quitina en la dieta de Sparus aurata L. produjo un 
aumento de la citotoxicidad natural de sus leucocitos, que llegó a duplicar la 
actividad correspondiente a los leucocitos de ejemplares del grupo control de forma 
dosis dependiente luego de 2 semanas de aplicación (Cuesta et al, 2002b). 
Además los leucocitos de riñón anterior propiciaron un efecto considerable en la 
inmunidad celular innata luego de fagocitar quitina particulada (< 10μ de diámetro) 
(Cuesta et al., 2001). 
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La aplicación de quitina en el camarón blanco, Litopenaeus vannamei, (10.4 
± 0.7 g) origina un efecto protector contra Vibrio alginolyticus. Además existe un 
aumento significativo de la bomba respiratoria y el recuento de hemocitos totales 
después de un periodo de tratamiento de 2 días a una concentración de 4 y 6 μg/g 
de peso (Wang y Chen, 2005). 
 
La quitina puede ser utilizada como suplemento dietético para cultivos 
intensivos en piscicultura, ya que se ha demostrado que los peces poseen la 
enzima quitinasa que desdobla la N-acetil –D-glucosamina o quitina por los 
enlaces 1,4 -glucosamina. Esta actividad permite que el sistema inmune de los 
peces reconozca previamente antígenos de posibles agresores semejantes al del 
inmunoestimulante, lo cual no es raro, ya que la mayoría de los patógenos 
presentan los Patrones Moleculares Asociados a Patógenos o PAMP´s, su papel 
importante en la supervivencia microbiana se relaciona con su estabilidad genética 
(Medzhitov, 2001). 
 
Actualmente, los procesos de inmunoestimulación emplean con mayor 
frecuencia vías de inoculación de naturaleza estresante e invasiva; por lo que, el 
empleo de la vía oral, aplicando el producto juntamente con el alimento permite su 
administración en grandes cantidades de peces, con un bajo esfuerzo y costo, ya 
que no requiere de personal entrenado, éste ha sido el motivo por el cual para el 
presente estudio se seleccionó la vía oral.  
 
El cultivo de truchas es muy utilizado para la cría industrial en todo el 
mundo por su adaptabilidad al manipuleo, condiciones de alta densidad, 
alimentacion artificial y por su adaptabilidad a rangos de temperaturas y 
requerimientos de oxígeno disuelto a diferencia de otros salmónidos. Dentro de 
este grupo, la trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss, prefiere aguas más frías 
14 
(temperatura óptima entre 13 – 21 ºC) y bien oxigenadas (9 a 11 mg O2 / L) 
(Sánchez, 2004). En este último caso debe ser suficiente para no afectar la tasa de 
respiración individual, existiendo recomendaciones estandarizadas para que no 
sean nunca inferiores a 8 mg O2 /L (Leitritz y Lewis, 1976). Las condiciones 
descritas permitieron elegir a Oncorhynchus mykiss como material biológico de 
trabajo, además de su fácil adaptación a condiciones de laboratorio. 
 
En el Perú, no se han encontrado antecedentes sobre el uso de 
inmunoestimulantes en acuicultura, por lo cual el presente, es un trabajo pionero 
en el área. 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1. HIPÓTESIS 
La quitina administrada como suplemento dietético a los especimenes juveniles 
de trucha arco iris, incrementa las principales actividades humorales y celulares de su 
sistema inmunitario innato. 
 
3.2. OBJETIVOS 
3.2.1. OBJETIVO GENERAL 
 Evaluar la actividad inmunoestimulante de la quitina sobre el sistema inmunitario 
de especímenes juveniles de trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss, alimentados 
con pienso comercial suplementado y desafiados con Flavobacterium 
psychrophilum.  
 
3.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Evaluar la actividad de la quitina sobre la inmunidad humoral innata: 
complemento sérico por vía alternativa y actividad de lisozima sérica.  
 Demostrar el efecto de la quitina sobre la inmunidad celular innata: producción 
de óxido nítrico y la actividad fagocitaria in vitro de leucocitos de riñón anterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
16 
IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
4.1.1. OBTENCIÓN DE LA QUITINA 
La quitina fue extraída a partir de exoesqueletos de camarones, Litopenaueus 
vannamei, utilizando el método de Kurita (1997). Para esto, la materia prima fue 
lavada con abundante agua, licuada y posteriormente mezclada con HCl 2N, por 10 – 
12 horas a temperatura ambiente, luego se mezcló con NaOH 2N a 80 ºC por 4 horas, 
en agitación constante; a partir de este procedimiento se extrajo la quitina. Para la 
eliminación del pigmento del exoesqueleto se mezcló con hipoclorito de sodio 1% a 40 
ºC por 5 minutos, para retirar los restos de hipoclorito de sodio, se enjuagó la muestra 
periódicamente con agua destilada (7 veces) finalmente la quitina fue secada a 25 ºC 
por 1h (Figura 1).  
La incorporación de la quitina en el alimento balanceado fue a la proporción de 
100g/kg de alimento. Para ello se trituraron ambas en un mortero hasta obtener una 
mezcla granulada, posteriormente se volvió a armar el pellet y se secó a 40 ºC. Luego 
fue almacenada para su posterior uso (Figura 2). 
 
4.1.2. ESPECÍMENES JUVENILES DE Oncorhynchus mykiss 
Se emplearon especímenes juveniles de trucha arco iris procedentes de una 
piscigranja ubicada en el distrito de Tambo en Canta. Los peces fueron adaptados a 
condiciones de laboratorio por 5 días en acuarios de 300 litros de capacidad, con 
aireación permanente y provistos de un circuito cerrado de agua a un rango de 
temperatura de 14 – 15 ºC.  
El agua fue previamente declorada y renovada cada 6 días. Los peces 
seleccionados tuvieron un peso promedio de 27.3 g y una longitud de 10 cm (Figura 
3). Para realizar las inoculaciones y la obtención de las muestras de sangre (Figura 4) 
los peces fueron previamente anestesiados empleando MS-222 (tricaína 
metanosulfonato-SIGMA) 1: 15, 000 (Figura 5). 
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Enjuagar con abundante 
agua  
Mezclar con ácido clorhídrico 2N por 10 - 12 
horas a temperatura ambiente 
(Eliminación de carbohidratos) 
Mezclar con hidróxido de sodio 2N a 80 ºC por 
4 horas en agitación (eliminación de 
proteínas) 
Mezclar con hipoclorito de sodio 1%,  a 
40 ºC en agitación durante 5´ 
(blanqueado). 
Lavar con agua destilada 
Secar en estufa A 25ºC por 1 
hora 
CRUDO DE 
QUITINA 
(12g) 
Realizar la incorporación de la quitina (suplemento dietético) al alimento 
balanceado, para la dieta de los especímenes juveniles Oncorhynchus  
mykiss. 
EXOESQUELETOS DE CAMARONES 
Litopenaueus vannamei 
Licuar 
RENDIMIENTO: 11% 
QUITINA 
Figura 1. Protocolo de extracción de quitina a partir de exoesqueletos de camarones, 
Litopenaueus vannamei, por el método de Kurita.  
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Figura 2. (a) Pienso comercial granulado “truchina”; (b) pienso comercial 
suplementado con quitina granulado utilizado en los tratamientos 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) adaptándose a 
condiciones de laboratorio. La adaptación se realizó durante cinco dias, se relacionó 
con el movimiento normal, ausencia en el cambio de color de la piel (oscurecimiento) 
de las truchas en los acuarios. 
 
 
 
 
 
 
 
a b 
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Figura 4. Sangría por punción cardiaca. Se realizó empleando jeringas tuberculina 
heparinizadas debido a que la coagulación es muy rápida.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Los peces fueron anestesiados empleando el MS-222 (tricaína 
metanosulfonato- SIGMA) a una concentración de 1: 15, 000. Este procedimiento 
permitió realizar las inoculaciones y la obtención de muestras de sangre. 
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4.2. MÉTODOS EMPLEADOS 
4.2.1. TRATAMIENTO CON QUITINA 
Los especímenes juveniles de trucha arco iris fueron alimentados diariamente 
al 1% de su biomasa, con pienso comercial en forma de pellet (truchina) y fueron 
distribuidos en grupos de tratamiento. 
 
Los periodos de tratamiento fueron de 2 y 4 semanas. Al cabo de este tiempo 
se tomaron al azar 5 ejemplares de cada grupo, los cuales fueron anestesiados, 
medidos y pesados. Para luego obtener muestras de sangre y leucocitos de riñón 
anterior.  
 
4.2.2. INMUNOSUPRESIÓN 
A las 2 semanas de tratamiento con quitina, los 15 peces restantes (Grupo I o 
II) fueron inmunosuprimidos por vía intraperitoneal (Figura 6) con una dosis de 50 
mg/Kg de peso de ciclofosfamida, y a los dos dias de la inmunosupresión se 
desafiaron infectándolas por vía intramuscular a nivel de la aleta dorsal (Figura 7). El 
desafío se realizó empleando 0.1mL de un cultivo en fase log de Flavobacterium 
psychrophilum 1947T a una densidad óptica de 0.6, equivalente a 6.25x107 
microorganismos/mL (La Frentz et al., 2004).  
 
La cepa 1947T, es una cepa estándar de comprobado efecto patogénico, en 
condiciones experimentales (Figura 8). A partir de la inmunosupresión se suspendió el 
tratamiento con quitina y se las alimentó igual que al control. Los peces se observaron 
permanentemente y se tomaron muestras de sangre para la evaluación de los 
parámetros inmunológicos (Rodríguez et al., 2002).  
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Figura 6. Inmunosupresión de las truchas por vía intraperitoneal.  Para la 
Inmunosupresión se utilizó la ciclofosfamida a una concentración de 50 mg/Kg de peso 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Infección in vitro de los especímenes por vía intramuscular. La infección 
se realizó empleando 0.1mL de un cultivo en fase log de F. psychrophilum 1947T. 
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(a)                                                                     (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Comportamiento cultural de F. psychrophilum 1947T. (a) Cultivo en fase 
log de Flavobacterium psychrophilum NMCD 1947T a una densidad óptica de 0.6 que 
es equivalente a 6.25x107 microorganismos/mL; (b) Colonias (señaladas por la flecha) 
de F. psychrophilum en agar Cytophaga modificado. 
 
 
El esquema seguido fue: Tratamiento – Inmunosupresión – Infección (Figura 9). Se 
establecieron los siguientes grupos: 
 
QISD: Especímenes tratados con quitina, inmunosuprimidos y desafiados con F. 
psychrophilum 1947T. 
CISD: Especímenes no tratados, inmunosuprimidos y desafiados con F. 
psychrophilum 1947T. 
QN: Especímenes tratados, no inmunosuprimidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inmunosupresión (IS) con ciclofosfamida 
(50mg/kg) por vía i. p para los grupos QISD y 
CISD 
 
Infección con F. 
psychrophilum 1947T 
(6.25x107 m.o /mL) 
por vía i. m para los 
grupos QISD y CISD 
 
Tratamiento con quitina (100g/Kg 
de alimento balanceado, w/w) para 
los grupos QISD y QN 
 
Figura 9. Esquema representativo del tratamiento, inmunosupresión y desafío de los 
especímenes de trucha arco iris empleados. 
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4.2.3. EVALUACIÓN DE LA INMUNIDAD HUMORAL INNATA  
Las muestras de sangre se extrajeron por punción cardiaca, se dejaron coagular y se 
separó el suero que se almacenó a -30 ºC.  
 
4.2.3.1. ACTIVIDAD HEMOLÍTICA DEL COMPLEMENTO POR VÍA ALTERNATIVA 
Se utilizaron glóbulos rojos de carnero (GRC) al 2% en buffer fosfato pH 7.2, 
que se agregaron a diluciones seriadas del suero de las truchas, de 1: 2 hasta 1: 8 en 
microplacas de 96 pocillos, empleando 100 μL de cada suero, luego se adicionaron 
100 μL de GRC al 2%. Las muestras se incubaron a 25 ºC durante 2 horas, se hizo la 
lectura cualitativa, los sobrenadantes se colectaron y almacenaron en refrigeración, la 
absorbancia fue cuantificada (hemoglobina liberada) a 540nm (Rodríguez et al., 2002). 
Los valores máximo (100%) y mínimo de hemólisis (hemólisis espontánea) se 
obtuvieron mediante la adición de agua destilada y PBS 1X pH 7.2 en lugar de suero, 
respectivamente. 
El porcentaje de hemólisis (H) fue determinado mediante la ecuación:  
H=100 x (Absorbancia A – Absorbancia B)/(Absorbancia C - Absorbancia B) 
Donde las absorbancias fueron evaluadas a 540 nm, A es la muestra problema, B es 
la muestra de hemólisis espontánea (valor mínimo) y C es la muestra de hemólisis 
máxima (valor máximo).  
 
4.2.3.2. ACTIVIDAD DE LISOZIMA SÉRICA 
La actividad de la lisozima en sueros de trucha se determinó por la técnica 
turbidimétrica, según Parry et al., 1965. Ésta consistió en adicionar 25 μL del suero a 
175 μL de una suspensión de Micrococcus luteus en buffer fosfato pH 8.0 a una 
absorbancia inicial de 0.8 - 0.9 a 450 nm. Las medidas de absorbancia se realizaron 
partiendo de los 0 a los 10 minutos de incubación a temperatura ambiente. 
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Las unidades de lisozima presentes en el suero fueron calculadas usando una 
curva estándar realizada con lisozima de huevo de pollo (SIGMA L7651-1G). La 
unidad de actividad de lisozima fue definida como una reducción de 0.001/ minuto a 
pH 8.0 a temperatura ambiente. 
 
4.2.4. EVALUACIÓN DE LA INMUNIDAD CELULAR INNATA 
4.2.4.1. AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS DEL RIÑÓN ANTERIOR 
Para llevar a cabo el aislamiento de los leucocitos procedentes de 
suspensiones celulares de riñón anterior (Figura 10), a los especímenes se les realizó 
una incisión abdominal, comprendida entre la abertura anal y el opérculo (Figura 11), 
el riñón anterior fue extraído y tamizado con 1.5 mL de PBS 1X, la suspensión fue 
sometida a una gradiente de Fycoll – Histopaque y centrifugada a 3500 rpm por 30 
minutos (Figura 12). Los leucocitos presentes en la interfase fueron recogidos y 
lavados 2 veces en medio de cultivo RPMI – 1640, a 1500 rpm por 10 minutos.  
 
Los leucocitos fueron contados en cámara de Neubauer, siendo su viabilidad 
determinada por el método de exclusión de azul de tripán y fueron ajustados a 1 x 106 
cel/mL, en medio de cultivo RPMI – 1640, suplementado con suero fetal de ternera 
(SFT) al 10% y antibióticos (estreptomicina y penicilina) a pH de 7.4. Los leucocitos del 
riñón anterior extraídos se emplearon para evaluar la producción de óxido nítrico y 
evidenciar la fagocitosis in vitro, esto se puede observar en la Figura 13. 
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Figura 10. Riñón anterior de Oncorhynchus mykiss. Posición anatómica del riñón 
anterior. La flecha señala el inicio del riñón anterior.  
 
 
 
Figura 11. Extracción del riñón anterior. Se realizó por una previa incisión 
abdominal de los especímenes desde la abertura anal hasta el opérculo. Permite el 
aislamiento de leucocitos para la evaluación de parámetros de inmunidad celular. 
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Figura 12. Células mononucleares del riñón anterior de Oncorhynchus mykiss aisladas 
con Fycoll-Hypaque, la flecha señala el anillo de células: monocitos y linfocitos. 
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Especímenes juveniles de trucha arco iris, 
Oncorhynchus mykiss. 
Extracción de la región cefálica o anterior del riñón 
Tomar 1.5 ml de la suspensión 
celular 
Gradiente  de densidad 
de Fycoll – Histopaque  
Tomar los leucocitos 
presentes en la interfase 
( ) 
Lavar los leucocitos con  
RPMI – 1640 
Lavado y tamizado del tejido con PBS 1X 
3500rpm x 30min 
1500rpm x 10min (2 veces) 
Recuento en cámara 
de Neubauer 
Método de exclusión y/o 
viabilidad con azul de tripán 
Ajustar la suspensión a la 
concentración de 1 x 10
6
 cel/ml 
Ensayo de fagocitosis in vitro 
Ensayo de producción de 
óxido nítrico 
Figura 13. Flujograma para el aislamiento de leucocitos de riñón anterior de juveniles 
de trucha arco iris Oncorhynchus mykiss 
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4.2.4.2. PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO POR LEUCOCITOS AISLADOS 
Se utilizó la acumulación de nitritos en los sobrenadantes de cultivos de 
leucocitos, como un indicador de la producción del óxido nítrico por células residentes 
o activadas. Los cultivos se hicieron por triplicado en un volumen final de 200 μL por 
vial de cultivo, los cuales contenían 106 cel/mL. La incubación se hizo a 15 ºC por 18 
horas. Al término del periodo de incubación se obtuvieron los sobrenadantes, 
centrifugando los cultivos a 1000 rpm por 5 minutos y se determinaron los niveles de 
nitritos mediante el uso del reactivo de Peter Griess. Se graficó una curva estándar 
empleando nitrito de sodio (Gómez Flores et al., 1997). Las densidades ópticas se 
determinaron a 540 nm por espectrofotometría.  
 
4.2.4.3. FAGOCITOSIS IN VITRO DE LEUCOCITOS AISLADOS 
Los leucocitos (106 cel/mL) fueron enfrentados a suspensiones celulares 
provenientes de cultivos de Flavobacterium psychrophilum 1947T (6.25x107 
microorganismos/mL). Éstos se incubaron a 15ºC por 1 hora, se hizo un frotis y se 
coloreó con Giemsa para observar los fagocitos a un aumento de 100X (Figura 14 y 
15).      
4.2.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los ensayos fueron realizados por duplicado. A partir de los datos obtenidos se 
obtuvo una media ± error estándar para cada grupo experimental y variable medida. 
Estos valores se representaron gráficamente. Para detectar diferencias significativas 
debido al tiempo o al tratamiento se aplicó el test de análisis de la varianza (Anova). 
Cuando el Anova denotó diferencias significativas se aplicó el test de Bonferroni, para 
comparar los distintos grupos experimentales entre sí. En ambos casos (Anova y test 
de comparación de medidas) se consideraron que las diferencias eran 
estadísticamente significativas cuando p<0,05. Para establecer la curva estándar y 
correlacionar los niveles de producción de óxido nítrico in vitro se utilizo el programa 
SPSS v. 15.0. 
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Figura 14. Fagocito (F) de ejemplar de Oncorhynchus mykiss perteneciente al grupo 
QISD. La flecha señala un linfocito (L). En el campo también se observan eritrocitos 
(E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Fagocito (F) próximo a Flavobacterium psychrophilum. La flecha señala a la 
bacteria (B). Coloración Giemsa (100X). 
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V. RESULTADOS 
5.1. INMUNIDAD HUMORAL INNATA 
5.1.1. ACTIVIDAD HEMOLÍTICA DEL COMPLEMENTO POR VÍA ALTERNATIVA 
En la Figura 16, se muestran los valores de porcentaje de hemólisis correspondientes 
a los grupos de tratamiento: QISD, CISD y QN, los cuales no presentan un porcentaje 
de hemólisis mayor que el 50% a las 2 semanas de tratamiento. El grupo QISD 
(inmunosuprimidos) presenta un mayor porcentaje de hemólisis en comparación con 
los otros grupos.  
En la segunda (1/4) y tercera dilución empleada (1/8) la actividad hemolítica del grupo 
CISD no es evidenciable. 
En la Tabla 1, se señala que el grupo QISD presentan un título superior (1/8) en 
comparación con el grupo CISD (1/ 2) a las 2 semanas de tratamiento. 
A las 4 semanas de tratamiento no se observaron diferencias estadísticamente 
significativas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Actividad hemolítica del complemento por vía alternativa. Porcentaje 
de hemólisis de sueros de trucha alimentados con pienso mezclado con quitina, 
inmunosuprimidos y desafiados (QISD), controles inmunosuprimidos y desafiados 
(CISD) y QN. 
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QISD: Truchas tratadas con quitina, inmunosuprimidas con ciclofosfamida y desafiadas con F. 
psychrophilum 1947T 
CISD: Truchas no tratadas con quitina, inmunosuprimidas con ciclofosfamida y desafiadas con F. 
psychrophilum 1947T. 
QN: Truchas tratadas con quitina, no inmunosuprimidas ni desafiadas con F. psychrophilum 1947T. 
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Tabla 1. Actividad hemolítica del complemento por vía alternativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1.2. ACTIVIDAD DE LA LISOZIMA SÉRICA 
En la Tabla 2, se señala que los grupos de tratamiento alimentados con el suplemento 
dietético, QN y QISD, presentan un rango de actividad de 50 (valor mínimo) y 150 
UI/mL (valor máximo), respectivamente. 
El grupo QISD presenta una mayor actividad de lisozima sérica en la primera dilución 
en comparación con los grupos CISD y QN. 
En la Figura 16, los promedios de actividad de lisozima evidencian que el grupo QISD 
(inmunosuprimidos e infectados) presenta una mayor actividad (113UI/mL) en 
comparación con el grupo QN (83UI/mL) (inmunocompetentes no infectados). 
Estos valores indican que este parámetro muestra una variación significativa favorable 
en los especímenes tratados, pero en condiciones de inmunosupresión. 
Los especímenes correspondientes a los controles no mostraron actividad de lisozima 
evidenciable. 
 
 
 
Muestras de suero 
Dilución del suero con actividad 
de complemento 
(+) 
QISD 1:8 
CISD 1:2 
QISD: Truchas tratadas con quitina, inmunosuprimidas con 
ciclofosfamida y desafiadas con F. psychrophilum 1947T 
CISD: Truchas no tratadas con quitina, inmunosuprimidas con 
ciclofosfamida y desafiadas con F. psychrophilum 1947T. 
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Tabla 2. Actividad de lisozima (U /mL) en sueros de truchas QN (alimentadas con 
quitina pero no inmunosuprimidas) y QISD (alimentadas con quitina, inmunosuprimidas 
y desafiadas con F. psychrophilum 1947T). 
 
Truchas QN y QISD 
Reducción en la 
absorbancia por la lisozima 
sérica 
Actividad de la lisozima en 
Unidades / mL 
1 0.001 50 
2 0.001 50 
3 0.003 150 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
QISD: Truchas tratadas con quitina, inmunosuprimidas con ciclofosfamida y desafiadas con 
F. psychrophilum 1947T 
QN: Truchas tratadas con quitina, no inmunosuprimidas ni desafiadas con F. psychrophilum 
1947T. 
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Figura 17. Actividad de lisozima sérica de truchas. Promedio de la actividad de la 
lisozima (U/mL) en sueros de trucha QN y QISD. Los controles  (CISD) no aparecen 
en la figura porque no mostraron actividad de la lisozima evidenciable. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
QISD: Truchas tratadas con quitina, inmunosuprimidas con ciclofosfamida y desafiadas con 
F. psychrophilum 1947T 
CISD: Truchas no tratadas con quitina, inmunosuprimidas con ciclofosfamida y desafiadas 
con F. psychrophilum 1947T. 
QN: Truchas tratadas con quitina, no inmunosuprimidas ni desafiadas con F. psychrophilum 
1947T. 
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5.2. INMUNIDAD CELULAR INNATA 
5.2.1. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO 
Como se muestra en la Tabla 3, se observó que el grupo QISD presenta un valor 
promedio de producción de óxido nítrico de 18.74 ± 4.17 μM y el grupo CISD de 14.35 
± 2.19 μM. 
 
 
Tabla 3. Producción de óxido nítrico por células de riñón anterior de Oncorhynchus 
mykiss desafiados con Flavobacterium psychrophilum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2.2. FAGOCITOSIS IN VITRO DE LOS LEUCOCITOS DE RIÑÓN ANTERIOR 
Se ha observado la presencia de fagocitos en los peces de los grupos QISD y CISD 
con 2 y 4 semanas de tratamiento con quitina y sin quitina respectivamente, aunque no 
se evidencia un aumento estadísticamente significativo entre ambos periodos de 
tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
Grupo de truchas 
 
Promedio de producción de óxido 
nítrico 
(μM) 
QISD 18.74  ± 4.17 
 
CISD 
14.35 ± 2.19 
p= 0.0003616 (p < 0.001) 
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VI. DISCUSIÓN 
Los inmunoestimulantes son sustancias que activan el sistema inmunitario de 
animales proporcionándoles resistencia frente a diferentes tipos de infecciones (Kiser 
et al., 1956). Éstos están incluidos dentro del grupo de sustancias utilizadas para la 
prevención y el tratamiento de enfermedades de peces, e inclusive, es la alternativa 
que está alcanzando un desarrollo considerable en estos últimos años (Siwicki et al., 
1994; Robertsen, 1999 y Sakai, 1999). Dentro de este grupo los que han adquirido un 
especial interés son los de origen natural por ser compatibles con el medio ambiente y 
por presentar una alta tasa de biodegradabilidad. 
 
Las ramificaciones de glucosa que se encuentran en los compuestos de 
naturaleza polisacárida (β-glucanos, quitina, quitosano, etc) manifiestan un potencial 
inmunoestimulante que puede ser utilizado en el área de acuicultura (Engstad, 1994; 
Santomá, 2000; Anderson, 2004 y Robertsen, 1999). Debido a esto, estas sustancias 
se encintran categorizadas como sustancias de naturaleza preventiva. 
 
Entre los inmunoestimulantes más estudiados se encuentran los β-glucanos 
(Ellis, 1977; Yano et al., 1989; Matsuyama et al., 1992; Engstad y Robertsen, 1993), 
aunque también se han probado lentinanos, eschizofilanos, quitina y quitosano (Yano 
et al., 1989; Robertsen et al., 1994 y Esteban et al., 2000). 
 
La quitina ha manifestado un efecto inmunoestimulante probado en mamíferos 
(Diamantstein et al., 1982; Suzuki et al., 1984, 1987) y ha sido escasamente probado 
en peces (Sakai et al., 1992; Esteban et al., 2000 y Kawakami et al., 1998). Esta es la 
primera vez que se estudia la influencia de la quitina utilizada como suplemento 
dietético y suministrada por vía oral en especímenes juveniles de trucha arco iris en 
nuestro país. 
36 
Aunque existen varios protocolos de administración de los inmunoestimulantes 
para establecer su efecto inmunopotenciador (inmersión, inyección u oral), los más 
utilizados son la aplicación por vía endovenosa e intraperitoneal; sin embargo, la 
elección de la vía oral nos permite disminuir los niveles de estrés  y los costos para su 
administración a grandes cantidades de peces lo que lo hace más apropiado en el 
área de acuicultura. 
 
La quitina utilizada en este trabajo fue obtenida a partir de exoesqueletos de 
camarones, Litopenaueus vannamei, y suministrada por vía oral como suplemento 
dietético durante 2 y 4 semanas de tratamiento a la concentración de 100g/Kg de 
alimento balanceado; permitiendo evidenciar el aumento significativo de algunos 
parámetros inmunológicos innatos en especímenes juveniles de trucha arco iris, 
Oncorhynchus mykiss. Estos resultados son similares a los descritos por Rodríguez et 
al., 2002.  
 
En el caso de la actividad del complemento por vía alternativa se ha 
demostrado una mayor actividad en el grupo tratado con el suplemento dietetico (QISD 
y QN) en comparación con el grupo no tratado, CISD, durante 2 semanas. El 
tratamiento de 4 semanas no demostró diferencias estadísticamente significativas. Un 
caso similar fue reportado por Rodríguez et al., 2002; los cuales determinaron que en 
doradas alimentadas con quitina se presentó un aumento significativo de la actividad 
hemolítica del complemento por vía alternativa a las 2 semanas de tratamiento, 
aunque con el aumento del periodo de tratamiento de 4 a 6 no se observaron 
diferencias significativas. Otro caso similar fue reportado por Balcázar et al., 2007; los 
cuales demostraron que el alimento mezclado con bacterias lácticas incrementaron 
significativamente la actividad del complemento por vía alternativa en relación al 
control al final de la segunda semana de tratamiento. 
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La actividad de la lisozima sérica es un importante parámetro de defensa 
inmune innato en vertebrados e invertebrados. Esta enzima actúa como opsonina y 
activador del sistema del complemento, además de regular la actividad fagocitaria 
(Magnadóttir, 2006). Las actividades de la lisozima correspondiente a los sueros de los 
especímenes de los grupos tratados (QISD y QN) mostraron una actividad mínima de 
50 y máxima de 150 UI/mL respectivamente. Estos resultados son similares a los 
obtenidos por Laiz Carrión et al., 2005, los cuales evidenciaron que en doradas 
alimentadas con pienso comercial enriquecido con un complejo vitamínico, existen 
niveles más elevados de actividad de la lisozima (media 150 ± 52) que en el grupo 
control (media 81.3 ± 15.7), aunque se debe aclarar que los autores trabajaron sólo 
con especímenes en condiciones de inmunocompetencia. 
 
Los valores de actividad de la lisozima fueron superiores en los especimenes 
QISD (113UI/mL) en comparación con los QN (83UI/mL). Aunque existe escasa 
información sobre la modulación de la actividad de lisozima en peces se conoce que el 
aumento de la concentración y/o actividad de la lisozima en sangre es causado por 
inoculaciones de sustancias extrañas o infecciones (Mock  y Peters, 1990). Esto puede 
explicar a que se deben los valores superiores en los especímenes que fueron 
desafiados con la cepa estándar F. psychrophilum 1947T. Un caso similar no muy 
apartado fue reportado por Kubilay y Ulukoy, 2002; quienes determinaron en trucha 
arco iris una elevada actividad de lisozima en condiciones de estrés agudo (causados 
por variaciones controladas en sus parámetros físico-químicos) con una mínima 
actividad de 140 UI/mL y un máximo de 900 UI/mL. A diferencia de Möck y Peters, 
1990; quienes encontraron una significativa disminución de esta actividad en relación a 
las variaciones de otros parámetros en los mismos especímenes. 
 
Aunque la quitina administrada en el alimento o por vía intraperitoneal 
(Rodríguez et al., 2002; Sakai et al., 1992) no afecta aparentemente la actividad de la 
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lisozima ni la del complemento por vía alternativa, en el presente estudio se observó 
que concentraciones mayores de quitina aumentan su actividad.     
     
Algunos investigadores determinaron que la quitina no afectó la actividad de la 
lisozima en suero de dorada (Rodríguez et al., 2002; Lie et al., 1989) y en el suero de 
trucha arco iris (Sakai et al., 1992). Otros autores como Engstand et al., 1993, han 
determinado un incremento de la actividad de lisozima después de una inyección 
intraperitoneal de glucanos obtenidos a partir de levaduras, en salmón, trucha 
(Rodríguez et al., 2002) y turbot (Scophthalmus maximus) (Santarém et al., 1997). 
También existen varios reportes que verifican el efecto positivo en la actividad de 
lisozima sérica cuando se administran glucanos por vía oral (De Baulny et al., 1996; 
Verlhac et al., 1996; Jeney et al., 1997). 
 
En el presente trabajo se reporta el incremento de la actividad fagocítica, la 
misma que no fue significativa lo cual podría estar relacionado con el tiempo de 
tratamiento. Esteban et al., 2001; realizaron experimentos para evaluar fagocitos de 
Sparus aurata L (pez dorada) tratadas durante seis semanas sin que esta actividad se 
afecte; sin embargo, dichos investigadores emplearon peces normales 
(inmunocompetentes). Otro caso similar fue reportado por Ispir y Jonar, 2007; quienes 
demostraron que especimenes juveniles y saludables de O. mykiss tratados con 
levamisol (10μg/mL) no existe un aumento significativo de la actividad fagocitaria en la 
primera semana de tratamiento.  
 
Los resultados obtenidos difieren de Rodríguez et al., 2002 quienes 
demostraron que cuando se alimenta a S. aurata con paredes de levadura a las dosis 
de 5 y 10 g/Kg existe un aumento significativo de la actividad fagocitaria a partir de la 
cuarta semana de tratamiento. Aunque no existen diferencias significativas entre 
ambas dosis.  
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Sang-Hoon et al., 2008; además determinaron que existe un incremento 
significativo en la actividad fagocítica de los leucocitos extraídos de riñón anterior de 
O. mykiss (inmunocompetentes) después de 2 semanas de tratamiento con una cepa 
Pdp11 (cepa de levaduras con potencial probiótico inactivada por calor) utilizado como 
suplemento dietetico. Esta actividad no presentó variaciones significativas después de  
3 y 4 semanas de tratamiento.  
 
Con respecto a la producción de óxido nítrico, se evidencia que el grupo tratado 
con el suplemento dietético, QISD y QN, y en particular el grupo QISD presenta 
valores superiores y estadísticamente significativos que el grupo CISD coincidiendo 
con lo reportado por Villamil et al., 2002; los cuales observaron en ensayos acerca de 
la producción de óxido nítrico en peces no inmunoestimulados que este radical no se 
incrementa significativamente por la simple incubación de macrófagos con 
Lactobacillus lactis. 
 
Las truchas QISD pese a las condiciones de inmunosupresión mostraron una 
mayor actividad de producción de óxido nítrico debido al desafío con la bacteria en 
comparación con las truchas QN. Aunque Sanders et al., 1996 no encontraron 
diferencias significativas en los grupos de tratamiento al inocular por vía intraperitoneal 
0.1 mL de pristane (potente inmunosupresor en mamíferos) en comparación con 
pristane + virus de la septicemia hemorrágica viral.        
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
En nuestro país, no se han registrado publicaciones en esta área de 
investigación y la comparación de resultados ha sido limitada. El presente trabajo 
pondera el desarrollo de la aplicabilidad de inmunoestimulantes naturales en 
acuicultura, en el marco del desarrollo sostenible y uso de tecnologías limpias. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
1. La quitina suministrada durante 2 semanas como suplemento dietético a los 
juveniles de trucha arco iris activó el complemento por vía alternativa de 
manera cualitativamente superior en los peces tratados con quitina, 
inmunosuprimidos y desafiados con Flavobacterium psychrophilum 1947T en 
comparación con los no tratados, no observándose variaciones y diferencias 
significativas a las 4 semanas de tratamiento. 
2. La actividad de lisozima fue superior en las truchas inmunosuprimidas tratadas 
con quitina y desafiadas con Flavobacterium psychrophilum NMCD 1947T en 
comparación con los grupos no tratados inmunosuprimidos e 
inmunocompetentes. 
3. La actividad fagocitaria in vitro no presentó variaciones significativas por la 
administración de quitina en la dieta de los peces durante los periodos de 
tratamiento. 
4. La quitina extraída del exoesqueleto de camarones estimuló la inmunidad 
celular natural evidenciable por el incremento significativo de la producción de 
óxido nítrico de los grupos tratados en comparación con los no tratados con 
dicho polímero. 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
 
1. El control periódico de los parámetros fisicoquímicos (oxigeno disuelto, pH, 
temperatura, etc) son importantes en la viabilidad y acondicionamiento de los 
peces. 
 
2. Se recomienda el empleo de levaduras en los procesos de 
inmunoestimulación, ya que estos organismos son de fácil manipulación y 
producción a escala (biomasa) en condiciones de laboratorio. 
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X. ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ecuación logarítmica: 
 
Y = -0.2501 + 0.1735 x Ln X  
 
Y + 0.2501  
    = Ln X  
   0.1735 
 
 
  Y+0.2501  
Inv Ln (              )   =     X Donde: X = Concentración NO; Y= Absorbancia 
   0.1735 
 
Concentración NO 
(µM) 
Absorbancia 
(nm) 
90.58 0.536 
45.29 0.424 
22.64 0.264 
11.32 0.170 
5.67 0.062 
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Anexo 3. Curva estándar utilizada en la medición de óxido nítrico, empleando NaNO2. 
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